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RESUMEN
 Este capítulo trata de comparar la metodología usada de forma rutinaria para evaluar la 
actividad de agentes garrapaticidas, no adaptada a la evaluación de extractos y productos naturales, 
???? ???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
la aplicación de extractos y productos de origen botánico. En primer lugar se describen los métodos 
utilizados y descritos en la bibliografía y después se describe la metodología desarrollada y algunos 
resultados obtenidos como ejemplos.
INTRODUCCIÓN
 La problemática causada por las garrapatas, en particular por la garrapata común del 
ganado, R. (B.) microplus???????????????????????????????????????????????????????????????????????????
problemas ocasionan pérdidas comerciales enormes, y por ello es que el uso de acaricidas químicos 
???????????????? ???????????????????????????????????????? ????????????????? ?????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????? ?????????????????????????????????
los mismos tiene sus inconvenientes, incluyendo la aparición de residuos tanto en carne como en 
leche, así como la producción de efectos medioambientales adversos. 
 Para empeorar la situación, la aparición de resistencia a numerosos productos convencio-
nales parece haberse convertido en un patrón. De esta manera se ha seleccionado cepas resistentes 
a diferentes principios activos debido a su sobre-uso. Esta resistencia no se ha generado únicamente 
en garrapatas de un tipo, sino también se ha descrito resistencia cruzada entre ácaros de distintas 
especies, de ácaros con insectos –p.e. H. irritans-, e incluso ácaros con helmintos. (Diaz- Alonso y 
??????????????????????
 Este escenario requiere por lo tanto del desarrollo de nuevos productos. Para la obtención 
de los mismos se hace necesario tener métodos rápidos de selección en laboratorio, que permitan 
fácilmente detectar actividad y proseguir con los estudios pertinentes. Tradicionalmente el entorno 
académico ha utilizado los métodos recomendados por la FAO para el control de aparición de resis-
tencia como forma de detectar actividades. Tales métodos incluyen el llamado ensayo de paquete 
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ?????????????
que posteriormente se han incorporado.
 EXPERIMENTAL
 Breve descripción de los bioensayos disponibles. El muestreo de actividad de diferentes 
productos contra garrapatas se ha realizado aplicando ensayos de inmersión, utilizando el protocolo 
Drummond, y el test del paquete larvario con variaciones diversas adaptadas a diferentes principios 
?????????? ?????????????????????????????????????????????????????? ??????????????????????????????????????
métodos más utilizados, Paquete Larvario y el Protocolo Drummond se describen a continuación. 
??Paquete Larvario (Mortalidad sobre larvas). Se realiza en una adaptación de la prueba de 
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ????-
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
con lupa binocular. Los bioensayos se realizan en condiciones de temperatura y humedad 
???????????? ????????? ?????????????????????? ??? ???????????? ??????????? ??????? ?? ?????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????
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Cuadro 1. Ensayos sobre paquete larvario (Stone y Haydock, 1962)
??? ?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
solución a ensayar. Se recomienda utilizar soluciones acuosas, a una concentración 
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????? ???????????????????????????????????????????????????????
seriadas a partir de la solución madre. 
??? ???????????????????????????????????? ??????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????-
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
colocan en tubos de eclosión e incuban. Utilizar las larvas emergidas luego de los 
???????????????????????????
??? ???????????????????????? ??????????? ?????????????? ??? ????????????????????????????
??????????????????????????? l de la solución a ensayar; se espera que el solvente 
se evapore y se realizan al menos 4 réplicas por tratamiento.
??? ??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??? ?????????????????????????? ??????????????
??? ????????????????????????????? ??? ????????? ?????????????????????????????????????-
???????? ????????????????????? ?????????????????????????????????????????????????????
control negativo. No considerar ensayos en los que el control negativo de mortalidad 
mayor al 10%. Entre 5 y 10% de mortalidad en el control negativo se corrige por 
?????????????????????? ??????? ?????????????????????????????????????????????????????
la curva dosis-respuesta.
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????-
??????????????????????????????????????????????????? ???????? ?????????????????????????????
realizándose el tratamiento estadístico por análisis de probit (o logit de acuerdo a ajuste del 
???????????????????????????????????????????????????????????????????? ?????????????????????
pero en principio se debería aplicar el criterio recomendado por la FAO, en cuanto a no 
considerar réplicas en donde a mortalidad del control negativo exceda el 10%.
????????????????? ???????????????? ????? ?????????? ??? ????????? ?????????? ??????????????
???????? ???????????????????????????? ??????????? ???????????????????????? ?????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????? ?????????????????????????????
recientemente microensayos de inmersiónpara larvas, como alternativa para muestrear 
????????????????????????????????????????????????????????????? ???????????????????????????
???????????? ????????????????????
???????? ????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????-
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????? ??????????????????????????? ???????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????
?? ????????? ????????????????????????????????????????????????????Se realiza en base a 
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
sumergen por 5 minutos en un beaker que contiene 10 mL de las soluciones. Las soluciones 
????????????????????????????????????????????? ??????????????????????????????????????????????
de la solubilidad. De cualquier manera el vehículo de la solución debe usarse como control 
negativo. 
?????????????????? ????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
A los 14 días se registra el número de hembras en oviposición, pesándose los huevos, y trasvasándolos 
a tubos de vidrio, para controlar emergencia, 14 días más. Se determinan por lo tanto parámetros 
relacionados con la proliferación, a saber: el porcentaje de mortalidad, la inhibición de oviposición, 
e inhibición de emergencia.
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CUADRO 2. Protocolo Drummond (Drummond y col., 1973)
??????????????????????????????????????????????????????? ???????? ????????????????-
nes. Usar soluciones acuosas a una concentración inicial de 10000 ppm (aprox. 
?????????
???????????????????????????????????????? ???????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????-
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ???????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????
fuente calórica para detectar las garrapatas más vitales. Descartar garrapatas 
lesionadas, las que no están debidamente ingurgitadas, las que tienen alteración 
de color o consistencia, o las que han comenzado a oviponer. Formar grupos de 
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????-
sadas. 
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
100. Sumergir cada grupo de garrapatas y agitar suavemente durante 1 minuto. 
Verter el contenido en colador eliminando el garrapaticida y colocar las garrapa-
tas en papel absorbente; secarlas suavemente y depositarlas en la caja de Petri 
?????????????????????????????????? ???????????????????????????????????????????
Preparar los grupos testigos correspondientes (Control negativo: solvente con o 
????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????? ???????????????????????????
cajas de Petri en un recipiente profundo con agua jabonosa en el fondo (evitar el 
????????????????????????????????????????? ?????????????????????????????????????????
??????????????????????????
?????????????????????? ?????? ????? ??? ????????????????? ??????? ?????????????? ??????
comparando la masa total de huevos eclosionados con la masa de los no eclosio-
nados. Realizar los cálculos mostrados abajo, comparando contra los resultados 
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????? ?????????
RE =
Peso de huevos (mg)
Peso de hembras (mg) * eclosión (%)
??????????????????????????????
              
% C = RE control - RE tratadoRE tratado * 100
Varios otros métodos se han ensayado, en trabajos puntuales; comparación de alguno de 
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
Dianas seleccionadas en este trabajo. Para la realización de este trabajo se eligieron dos modelos 
de garrapatas de importancia económica y sanitaria, una especie del continente americano (Rhipi-
cephalus (Boophilus) microplus????????????????????????????????Hyalomma lusitanicum??
 R. (B.) microplus, actualmente de incidencia mundial, ocasiona grandes daños económi-
cos en la actividad ganadera debido a que por su presencia se da disminución de la producción de 
leche y de la carne. Las consecuencias de su ectoparasitosis han sido descritas previamente en 
el Capítulo 1 de este libro. Asimismo, presenta resistencia a nivel mundial, habiéndose descrito a 
??????????????????????????????????????????????????? ????????????????????????????? ???????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
 Hyalomma lusitanicum???????????????????????????? ???????????????????????????????????
abundante en el centro de España. Se considera vector de Theileria annulata y Coxiella burnetii, y 
portadora de Anaplasma spp. Rickettsia spp., Francisella tularensis y Borrelia burgdorferi (Toledo y 
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
se ha basado en el uso de insecticidas de origen sintético aplicados directamente sobre los animales. 
El uso de estos productos está siendo revaluado debido a la aparición de resistencias, los residuos 
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
pasa por el control integrado que incluye la utilización de agentes naturales con actividad ixodicida. 
? ?????????????????????????????????????????????????????????????????????? ??????????????
así como larvas para el ensayo con celulosa; estas fueron elegidas porque son la fase de la ga-
rrapata que coloniza el huésped, lo que permitiría eventuales tratamientos tópicos en el huésped y 
tratamientos del suelo.
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????Las 
cantidades de sustancias necesarias para realizar un ensayo siguiendo el protocolo Drummond son 
altas, a la hora de realizar un muestreo de productos, si estos no están disponibles en grandes can-
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????? ??? ??????????????????????????????????????????????????????????? ????
??????????????????????????????? ???????????????? ???????????????????????????????????? ?????????????
a los protocolos existentes, como una manera de generar herramientas que consuman poca cantidad 
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
de muestra necesaria para las pruebas, se ensayó la aplicación tópica sobre teleoginas en forma 
individual, en lugar de la inmersión propuesta por el protocolo inicial. La aplicación para el caso 
de líquidos, se realizó entonces con microjeringa sobre la parte dorsal de cada teleogina. Así 
mismo se realizó un ensayo con celulosa microcristalina como vehículo, también aplicada en la 
parte dorsal.
b. Se desarrolló un protocolo de ensayo para estudiar toxicidad sobre larvas, en el cual se controla 
la mortalidad, de acuerdo a lo expuesto en el Cuadro 3. Este protocolo fue empleado también con 
????????????????????????????????????????????????????????????????
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN
? ??????????????????????????????????????????? ?????????????????????????????????? ????????
la aplicación tópica con solventes y con celulosa se muestran en la Tabla 1. Comparando los resultados 
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
La celulosa parece de alguna manera proteger a las teleoginas de la acción del amitraz, ya que conti-
nuaron ovipositando en forma similar al control negativo. Sin embargo, los huevos puestos por teleoginas 
tratados con amitraz sobre celulosa no eclosionaron, como era de esperarse, indicando que éste si entra 
en contacto con estos huevos. 
 Por otra parte, los solventes ensayados produjeron toxicidad sobre las teleoginas, en cuanto no 
sólo disminuyeron la tendencia a la oviposición, sino también la eclosión de los huevos. Es interesante ob-
?????????????????????????????????? ??????????????? ???????????????????????????????????????????????????????????
??? ????????????? ?????? ???????????????????? ?????????????????????????????????????????????????????
??????????????????????????????????? ??????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ????????????????????
Cuadro 3. Protocolo con celulosa
Material biológico: 
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????-
?????????????????????????????????????
 
Material de laboratorio: 
???????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
el producto a probar.
Procedimiento: 
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
diluciones seriadas si es necesario.
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
control positivo con un acaricida comercial.
Ensayo de mortalidad:
Día -1. ????????????????????????????????????????????????????????? ???????????????????-
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
Día 0. El contenido de los viales con los extractos en matriz de celulosa se vierte en los 
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
el contacto del producto y las garrapatas. Los viales con garrapatas tratadas se mantienen 
????????????????????????????
Día 1. ??????????????????????? ????????????????????????????????????????????????????????? ???????
??????????? ?????????????????????????? ??????????????????????????????? ???????????????????
mortalidad observadas.
 En estos estudios se encontró que si bien las teleoginas ovipositaban en forma normal, los 
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
Anocenter nitens???????????????????????????Rhipicephalus (Boophilus) annulatus????????????????????
Tabla 1. Efecto de diferentes solventes por aplicación tópica sobre teleoginas en la emergencia de 
los huevos. 
Producto Teleoginas ovipo-sitando Masa Huevos (g) Emergencia (%) RE
Control
absoluto ? 1.1 64 ????
Acetona ? ??? 0 0
Celulosa, 50 mg 10 1.0 ? 0.5
Etanol 8 0.6 0 0
???????????????? 10 1.1 0 0
???????? ? ??? 0 0
?????????
Amitraz 10 0.8 0 0
Amitraz 0 0 -- --
???????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
extractos de plantas provenientes de diferentes familias, sobre dos tipos de garrapatas, aplicando 
el protocolo convencional Drummond para teleóginas, y el protocolo con celulosa como vehículo 
para larvas.
Productos naturales contra parásitos externos del  ganado bovino y ovino, 
tales como mosca de los cuernos y garrapatas
Productos naturales contra parásitos externos del  ganado bovino y ovino, 
tales como mosca de los cuernos y garrapatas
_ 66 _ _ 67 _
Tabla 2.??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????R. (B.) microplus.
Familia
Especie (tipo de extracto)
 Drummond* Celulosa
Masa 
huevos(g)
Emergencia
huevos (%)
Índice de
Fecundidad Mortalidad larvas (%)
Bignoniaceae 
Jacaranda mimosifolia (EE, hojas) ???
 ± 0,4 a 100 a ?? a 11 ± 11
 Clytostoma callistegioides (EE, hojas) 1,0 ± 0,4 a ?? a 38a ??????
 C. callistegioides (EE, lianas) 1,4 ± 0,5 a 80 a ??a ?????
 Dolichandra cynanchoides (EE, hojas) ??? ± 0,5 a 33 b 11a 86 ± 4
 Macfadyena unguis-cati???????????? 1,1 ± 0,4 a ?? a ??a ??????
 M. unguis-cati (EE, lianas) 1,3 ± 0,5 a ???? 45 a ???????
Meliaceae 
Melia azedarach (EE, frutos) 0,4
 ± 0,1 b 54 b ? c ??????
Phytolaccaceae 
Phytolacca dioica (EE, frutos) ???
 ± 0,3 a ?? a 33 a ??????
Sapindaceae 
Allophylus edulis (EE, hojas) 1,1
 ± 0,4 a ?? a ?? a ???????
 A. edulis (EE, ramas) ??????????b 80 a 16 b ??????
 Dodonaea viscosa (EE, hojas) 1,0 ± 0,5 a ?? a ?? b ???????
 Serjania meridionalis (EE, hojas) 1,1 ± 0,5 a ???a ?? b ?????
 S. meridionalis (EE, frutos) ??? ± 0,1 b 100 a ?? b ???????
 S. meridionalis (EE, ramas) 1,0 ± 0,3 a 100 a 34 a ???????
Control negativo 1,3 ± 0,4 a ?? a 45 a 0 ± 1
Control positivo 0 -- -- 100 ± 0
?? ?????????????????????????????????????????????????????????????? ????????????????????????????????
(comparaciones por Tukey).
Tabla 3. ???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????H. lusitanicum.
Familia
??????????????????????????
?????????????????????
???????? 10 μg/μL*
Bignoniaceae
Jacaranda mimosifolia (EE, hojas) 0 ± 0 ?
Clytostoma callistegioides (EE, hojas) 0 ± 0 ?
C. callistegioides (EE, lianas) 0 ± 0 ?
Dolichandra cynanchoides (EE, hojas) 0 ± 0 ?
Macfadyena unguis-cati (EE, hojas) 1,6 ± 0,5 ?
M. unguis-cati (EE, lianas) 0 ± 0 ?
Meliaceae
Melia azedarach (EE, frutos) 1,5 ± 0,4 ?
Phytolacaceae
Phytolacca dioica (EE, frutos) 0 ± 0 ?
Sapindaceae
Allophylus edulis (EE, hojas) ????? ?
A. edulis (EE, ramas) ????? ?
Dodonaea viscosa (EE, hojas) 0 ± 0 ?
Serjania meridionalis (EE, hojas) 0 ± 0 ?
S. meridionalis (EE, frutos) 0 ± 0 ?
S. meridionalis (EE, ramas) 0 ± 0 ?
Labiatae
Artemisia herba-alba 3 (AE, parte aérea) 100 22±16
A. herba-alba 11 (AE, parte aérea) 100 11± 3
????????????????????? 1 (AE, parte aérea) 100 20 ±1
????????????? 6 (AE, parte aérea) 100 58 ±16
????????????? 7 (AE, parte aérea) ?????? 5 ± 3
????????????? 9 (AE, parte aérea) ?????? 23 ± 4
????????????? 12 (AE, parte aérea) ?????? 18 ±16
Lippia alba (AE, parte aérea) ??????? ?
????????????????????(AE, parte aérea) 0 ?
Control negativo 0 ± 0 0 ± 0
Control positivo ?????? 97 ± 3
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
 En general, para R. (B.) microplus se observa una mayor sensibilidad de larvas con celulosa 
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
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está dado por la mayor susceptibilidad de las larvas de R. (B.) microplus???????????????????????H. 
lusitanicum ?????????????????????????????????????????????????H. lusitanicum, ninguno de los extractos 
etanólicos ensayados fueron activos, destacándose para este organismo como patrón una mayor 
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
 Por último cabe destacar que el protocolo desarrollado con celulosa amplia el rango de 
??????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ?????????????????
ensayo elimina los problemas derivados de la poca solubilidad en agua. En este protocolo pueden 
aplicarse productos solubilizados en una variedad de disolventes orgánicos, lo cual no es posible 
en el caso del protocolo Drummond, en el cual los residuos de disolventes son tóxicos per se sobre 
?????????????????????????
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
? ???????????????????????????? ??????? ????????? ?????????????????? ????????????????????
sobre el protocolo Drummond no resultaron efectivas debido a la toxicidad de los vehículos (Tabla 
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
se obtienen los resultados.
 En el caso de R. (B.) microplus se puede apreciar que la susceptibilidad de larvas es mayor 
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????? ???????
ejemplo, el extracto de Melia azedarach fue muy efectivo contra larvas pero no así contra adultos. 
?????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
ser usado como la primera aproximación para cribados rápidos, seleccionando así productos activos 
que pueden luego ser ensayados sobre adultos siguiendo el protocolo Drummond, que no solo es 
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
 Comparando los resultados de actividad anti-larvaria obtenidos para ambas especies de 
????????????????????????????????????????????????? ??????????????????????????????????????R. (B.) micro-
plus, que en las de H. lusitanicum. Es de esperar entonces que los extractos de Artemisia herba-alba 
y ???????????????????, que han dado excelente actividad larvicida frente a H. lusitanicum, sean muy 
activos contra la garrapata común del ganado, constituyéndose así en productos de interés potencial 
en desarrollo de nuevos garrapaticidas. 
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